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論文内容の要旨
(目的)
心筋小胞体漉胞は，精製した心筋小胞体 Ca2+ ポンプ ATPase に比べて Ca2+ 濃度依存性 Ca2+ ポンプ A
TPase 活性の Vmax が低く， Ca2+ 親和性が低いことが知られている。またその燐酸化により Vmaxお
よび Ca2+ 親和性が上昇することが報告されているO これらは心筋小胞体漉胞では膜蛋白質ホスホラン
パンが Ca2+ ポンプ ATPase に抑制をかけており，ホスホランパンの燐酸化(細胞質ドメインの Ser16 の
燐酸化)によってその抑制が解除されるためと考えられている。しかし，ホスホランパンの心筋小胞体
Ca2+ ポンプ ATPase 調節の分子機構は未だ未解決である。
本研究では，部分ホスホランパン合成ペプチドを用いて心筋小胞体膜蛋白質ホスホランパンの心筋小
胞体 Ca2+ ポンプ ATPase 調節機構を解析した。
(方法ならびに成績)
ホスホランパン単量体の N 末端の親水性部分(細胞質ドメイン: domain 1) に相当する合成ペプチ
ド (PLN 1 -31) は，精製心筋小胞体 Ca2+ ポンプ ATPase と incubate することによってその Ca2+ 濃
度依存性 Ca2+ ポンプ ATPase 活性の Vmax を濃度依存性に低下させた。その最大効果 (37%抑制)は
40μg /ml の Ca2+ ポンプ ATPase に対し O .4mg/ml の濃度で得られた。一方， PLNl-31 は Ca2+ ポン
プ ATPase の Ca2+ 親和性に影響を与えなかった。そこで，ホスホランパンの C 末端の疎水性部分(膜
内ドメイン: domain II) の Ca2+ ポンプ ATPas e に対する効果を検討した。ホスホランパン単量体のC
末端の疎水性部分に相当する合成ペプチド (PLN 28-47) をフォスファチジルコリンのリポソーム内
に組み込み，精製 Ca2+ ポンプ ATPase をふくむ漉胞と freeze-tha w -sonica tion 法で融合させ， PLN28-
47の Ca2+ポンプ ATPase に対する効果を検討した。 PLN 28-47は100: 1 のモル比で Ca2+ ポンプ ATPa
se と再構成すると，その Ca2+ 濃度依存性 Ca2+ ポンプ ATPase 活性の Vmax を変化させずに Ca2+ ポン
プ ATPase の Ca2+ 親和性を低下させた CKCa:0.52→1.33μmol/mg ・ ml)o C 末端の疎水性部分と N
末端の親水性部分の燐酸化部位を含む合成ペプチド CPLN 8 -47) も，非燐酸化状態では
Ca2+ ポンプ ATPase に対し PLN 28-47 と同様な効果を示した。以上の結果から，ホスホランバンは
Ca2+ ポンプ ATPase を分子内の二つの異なる部位で抑制しており， N 末端の親水性部分は Vmax を，
C 末端の疎水性部分は Ca2+ 親和性を低下させることが明らかとなった。
さらに，ホスホランパンの燐酸化による Ca2+ ポンプ ATPase の調節機構について検討するため， PL 
N 1 -31および PLN 8 -47を cAMP 依存性蛋白質燐酸化酵素により燐酸化して，それらの Ca2+ ポン
プ ATPase に対する効果を検討した。 PLN 1 -31 は0.72mol of Pi/ mol of peptide まで燐酸化され，
燐酸化された PLN 1 -31 は Ca2+ ポンプ ATPase 活性を抑制しなかった。一方， PLN 8 -47 は 0.81mol
of Pi /mol of peptide まで燐酸化され，燐酸化された PLN 8 -47は上記と同様に Ca2+ ポンプ ATP
ase と膜内に再構成しても Ca2+ ポンプ ATPase の Ca2+ 親和性を低下させなかった。従って，ホスホラ
ンパンの燐酸化により上記の二通りの抑制が両方とも解除されることが明らかとなった。
(総括)
ホスホランバンはその分子内の二つの異なる部位で，それぞれ異なる様式で Ca2+ ポンフ。ATPaseを抑
制した。すなわち，細胞質ドメイン Cdomain 1 )は Ca2+ ポンプ ATPase の Vmax を，膜内ドメイン
CdomainII) はその Ca2+ 感受性をそれぞれ抑制した。さらに，ホスホランパンの細胞質ドメインの燐
酸化により両方の抑制がともに解除された。
論文審査の結果の要旨
本研究は，部分ホスホランパン合成ペプチドを用い，ホスホランパンの心筋小胞体 Ca2+ ポンプ ATPa
se 調節の分子機構を解析したものであり，ホスホランパンはその分子内の二つの異なる部位で，異なる
様式で(細胞質ドメインは Vmax を，膜内ドメインは KCaを) Ca2+ ポンプ ATPase を抑制し，その燐
酸化により両方の抑制がともに解除されることが明らかとなった。本研究は，心筋細胞内 Ca2+ 動態を
コントロールする筋小胞体の Ca2+ 取り込みの調節機構を解明する上で重要な成果であり，学位授与に
値するものと考えるO
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